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A T M タン パ ク 質とp53と の相互作用の 解析
金沢大学が ん研究所細胞制御研究部門細胞分子病態研究分野(主任:【ll本健一教授)
李 英 珠
毛細血管拡張性小脳失調症(ataxia-tela ngie cta siat A T) の 病 因遺伝子 である atm (ataxia-telangie ctasia m utated) は , ホ ス
フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ー3 キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー と し て細 胞周期の チ ェ ッ ク ポ イ ン トや DN A損傷 に対す る 応答な ど に
重要な㍑割 を して い る. 一-･ 九 A T細胞は電離放射線 に過敏で , 照射 後腫瘍抑制 タ ン パ ク 質p53の 誘導が 認 め ら れ ない こ と か
ら, atm 遺伝子が コ ー ドする タ ン パ ク 質A T M はp53の 上 流 で p53の 泊性化と安定性の 増強 を誘導す る の で は ない か と 考え られ
てい る が , ま だ不明な点 が多い . 本研究 で は , 全長及び 欠尖型A T McD N Aを用 い , A T M タン パ ク 質と p53の 相互 作用 に つ い
て解析 した . まず, N末端 にH A を標識 し たA T McD N A を組み 込ん だ 発現 ベ ク タ
ー を細胞 に導 人 し, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に
ょ り予想 され た 大きさ の A T M タン パ ク 質が 発現する こ と を認め た . A T M タン パ ク 質と p53の 結合 に つ い て は細胞抽出液を免
疫沈澱後 に ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トを行う こ と によ り示 し た . また , 細胞摘出液をD Na s eA処 理 し免疫沈澱後に ウ エ ス タ ン プ ロ
ッ ト で 解析 して , こ の 結合 は D NA を介さ ない で 直接結合する こ と を確か め た . 更に , 試験管内で い く つ か の 欠失型 A TM タン
パ ク 質 を合成 し, GSTp53融合 タ ン パ ク質 と の 結合実験 よ り, A T Mの C末端2 139番目 の ア ミ ノ 酸か ら 242 6番目 の ア ミ ノ酸 ま
で の 領域 が p53と の 特 異的結合に関与す る領域と して 同定 され た.
Key w o rds ataxia-tela ngiectasia(A¶ , A Tlm utated 仏T M),P53,binding do m ain,inter action
毛細 血管拡張性小脳呆調症(ataxia-telangie cta sia, A¶ は原発
性免疫不全に分類 さ れ る常染色体劣性遺伝病で , 毛細血 管拡張,
進行性小脳変性 に よ る運動失調, また顕著 な免疫不全 に伴う反
復性感染症 , 放 射線高感受性 , 染色体不安定性 , ア ポ ト ー シス
異常 , 発育 遅延 や 早期老化な ど の 全身症状 を特徴 とす る
l)2)
.
A T は劣性 の 稀 な遺伝病 である が , ホ モ 接合 の 患者で は リ ン パ
腫, ホ ジキ ン (Hodgkin) 病, 白血 病な どの リ ン パ 網内系の 膿瘍
の 発生 率 が 正常 人 に 比 べ 1 00倍も高 い こ と が 報告 さ れ て お り,




テ ロ 接合の 保因者 は約100 人 に 1 人存在す ると 推測 さ れ , 免疫
不全症状がな い に もか か わ らず 悪性腫瘍の 発症 の 危険率 が 高
く, と くに 女性保因者 で は止 常 の 女性 に比 べ 乳癌 の 発生 の 危険
率が 5倍近く高 い 5川). こ の こ と は A Tの 病因遺伝 子の 異常自体
が発癌機構に密接 に関与 して い る こ と を示唆 して い る .
A T患者の 細胞 は電離放射線 や D N A損傷効果 をも つ 化学物質
に感受性 が高く , 放射線抵抗性 D N A合成 (radio r e sitant D N A
synthe sis)2)
7) を示す . そ の 分子機構の 詳細は不明であ るが
ポ)
, 細
胞 周期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に お け る 異常で ある と 考え ら れ て い
る . こ の 欠損 はS期 で顕著 に現 れ, Gl-S期, G2-M 期 に も見ら れ
る
5一卜･ll). ま た , A T患者細胞で は, 欠失, 転座 , テ ロ メ ア の 短
小化や テ ロ メ ア 同士 の 融合な ど の 染色体不安定化が顕著 であ
り1 2J u 〉, iE常 人 由来の 細胞 に比 べ ると試験管内に お い て A T細胞
は寿命 が短く , 血 清由来 の 増殖国子 に依存的である
8-
.
最近 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ に よ り, A Tの 原田遺伝一戸と
して A T M(ata xia-tela ngie cta sia m utated) 遺伝子が , 11q22.3領
城か ら単維 さ れ た . 相補 性テ ス トか ら A T はatm と い う 軒 一 道
伝子 に起因す る こ と が 明 らか に な っ た 川
15)
. atm 遺伝子は 660の
エ ク ソ ン か ら 成 り , 12 キロ 塩 基 (kilo ba s e, k b) の 転写産物,
350.6k Da の タ ン パ ク 質A T M をコ ー ド し, 細胞周期 の チ ェ ッ ク
ポ イ ン トや 減数分裂組 み換え , テ ロ メ ア の 長 さ の 監視 , D N A
損傷 に対す る応答 な ど に 関与▲す る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル
(pho sphatidylin o sitol, PI) 一3 キ ナ
ー ゼ (pho sphatidylin o sitol-3
kin a s e) 類似酵素の フ ァ ミ 1) 一 に 属 して い る
仙 1 "
. A T M, 特 に
そ の C末端側 の PI-3 キ ナー ゼ 領域 と相同性 の 高 い 遺は J
′
･ は酵付
か ら ヒ トに 至る まで い く つ か の 種か ら 単離 され て い る . こ れ ら
の 遺伝1･ フ ァ ミ l) 一 には , 酵 母で は D N A損傷, 修復 , DN A複
製チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に関与す る Rad3 や Me clまた テ ロ メ ア 長の
維持 に 関わ る T E L l, 2 があ り , ヒ ト で は A T M類似遺伝十 ,
F R A P, H r R/F RP l, D N A-P Kc sが ある .
こ れ ま で の と こ ろ , A T Mの 機能 に 関 して ま だ 明確 で は な い
が , A T細胞 に お い て 放射線 に対す る p53 タン パ ク 質の 誘 導が
不完全 なこ と か ら, A ¶M遺伝子産物 が p53 タン パ ク 質の 蓄積 に
関与 し て い る可能惟 が示唆さ れ て い る . 本研 究で は A T M全長
の cD N Aを用 い , A T M とp53の 相互 作用 に つ い て を検討 し た.
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Abbr eviatio n s: A T, ataXia tela ngie ctasia; A T M, ataXia telangiecta sia m utated;C DK, CyClin depe nde ntkin as e;
D M E M, Dulbe c co
,
s m odi鮎d Eagle mediu m;D T T, dith iothr eitol;F C S,f61alcalfs e ru m; G A D D 45, grO Wtharre stand
D N A da m agefactor; GS T, Glutath ion eS tra n sfe ras e; H A, he m ag glutinin;P B S, phosphate
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A TM タ ン パ ク 質と p53 との 相互 作用の 解析
対象お よび方法
Ⅰ. 使用細胞 とその培養条件
使用 し た細胞 は ア フ リ カ ミ ドリ ザ ル の 腎臓上 皮由来C O S-7細
胞株 で あ る . 培 養 液 に は ダ ル ペ ソ コ ウ 変 法 イ ー グ ル 培 地
(Dulbe c c o
'
s m odified Eagle m ediu m, D M E M) (日水, 東京) に
50/Lg/mlペ ニ シ リ ン と ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Gibc oB RI. ,
Ro ckville, U SA), 2･5/1 g/mlフ ァ ギ ゾ ン (Gibco BR L), 2m M
グル タ ミ ン (和光純薬, 大阪), 1 0%牛胎児血清(felalcalfs e ru m,
F C S) (Inte rge n, Ne w Yo rk, U S A)を添加 し たもの を使用 し た .
5%炭酸ガ ス 通気 の 培養装置に お い て37 ℃ で培養 を行い , 31 に
と に新鮮な培地と交換 を し, 細胞密度 が80%の 細胞を片い た .
山 . ヒ トÅⅠ
'
M 遺伝子の クロ ー ニ ン グと塩基配列 の決定
1. 材 料
人 gtll ヒ ト胎兄肺 cD N A ラ イ ブラ 1) - は Clo nte eh 什 (Palo
Alto
,
U S A) か ら婦人 した .
2. プ ロ ー プ D N Aの 作 製
1). 人 gtllcD N A より A T Mの 塩基対断)l
･
352 9-4893 をP C R




Lo ng, Bo ehl
･ingerMa n nheim ,
Ma n nheim , Ge r m any) に より合成 した . さ ら にpBlu e sc riptII
KS
'
(Stratagen e,I.aJo11a, US A)ベ ク タ ー を用い て そ の 断片 の サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ を行い , 塩基配列を確認 した .
2). A T M断片7788-8990塩基対 は金沢大学薬学部分子細胞薬
学(ll.1 下克美助教授)よ り供与さ れ た .
3. cD N A ライフ
や
ラリ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
A フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を5 × 101 プ ラ ー ク 形成単位/15c 皿
プ レ ー ト の 濃度 に なる よ う に懸濁溶液 [10 0m M 塩化ナ ト リ ウ
ム (NaCl), 10m M 塩化 マ グネ シ ウ ム (M gC12), 50m M Tris-H Cl
(pH 7･5), 0.01% ゼ ラチン] で 希釈 し, 楕主大腸菌 YlO90 に希釈
フ ァ ー ジを37 ℃ で 15分間吸着感染さ せ た後, 0.7 9らア ガ ロ ー ス
(GibcoB RI) を加え た N Z C Y M培地(1% N Zア ミ ン , 0.5%酵(u:エ
キ ス , 0.02% MgS O.1, 0.5% NaCl) と混和 し, 15c m N Z C Y M塞 人
培地 ヒに 重層 し37 ℃ で 12時間増養を し て フ ァ ー ジ プ ラ ー ク を
形成 させ た . フ ァ ー ジ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 O P TIT R A N B A_S
85(Schleicher& Schu ell, Da ss el, Ge r m a ny) に転り し, 虹
ノ
′j 彼
の メ ン ブ ラ ン を 墨混 に て 変性溶液 [0.5 M水 酸化ナ トリ ウ ム
(NaO H), 1.5 M NaCl] で 1分間浸 し た 後, rfコ和 船夜11.5 M
NaCl, 1 M Tris- HCl(pH 7.5)] に2分間浸 し て か ら乾燥 させ た .
さ ら に, 変性 し た フ ィ ル タ ー を濾紙の 間 に挟 ん で , 鮒 ℃ で 2時
間 ベ ー キ ン グ を行 っ た . フ ィ ル タ ー を5 0nl の ハ イ プ リ グイ ゼ
ー シ ョ ン 溶液 [6×S S C(30m M NaCl, 30m M クエ ン 酸ナ トリ
ウ ム), 0･1% SI)S, 5 × De nha rdt酒 乱 1
,
′Lg/ml変作′甘晋処
サ ケ 精√･ D N A] を加え6 5 ℃ で4時間 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ ンを 行 っ た . プ ロ ー ブの 標識は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー ラ ベ リ ン
グキ ッ ト (Stratage n e) を用 い て行 っ た . 標識 した プ ロ ー ブを加
え て, 65 ℃で12時間 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た後, 2×
S S C- 0.1 %S D S溶液 で 室温 に て 洗浄を し, さ ら に 0.2 × S S C-
0･1% S D S溶液で 55 ℃ で 30分間の 洗浄を2回行 い , メ ン ブ ラ ン を
乾燥 させ た 後, カ セ ッ トの 中に こ の メ ン ブ ラ ン と フ イ ル ム を人
れて - 80℃ フ リ ー ザ ー の 中で 12時間露光 し, 現像を行 っ た .
一 次ス ク リ ー ニ ン グ か ら 得ら れた 陽性 プ ラ ー ク の フ ァ ー ジを
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1 0c m プ レ ー トあ たり1 00 プ ラー ク 形成単位 の 濃度 に懸濁溶液
に て 希釈 し, ････一 次ス ク リ ー ニ ン グ と 同様な方法 で再 ス クリ.
- ニ
ン グ を 行 っ た . 単独 の プ ラ ー ク を形成 して い る 陽性 の も の 2 0
個 を , 巨川勺の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン と して単離 し た.
4. フ ァ ー ジ D N Aの 解析
陽性 プ ラ ー ク の フ ァ ー ジ D N A か ら目的領域 を同定す る た め
に , 人 gtll と A T MeD N Aの 制限酵素地図を利用 し, い く つ か
の 酵 素 で フ ァ ー ジ D N Aを切断 し て サ ザ ン プ ロ ッ トを 行 っ た .
∽【■ つ の フ ア ･ - ジ D N A より全長(1-3056ア ミ ノ 酸), お よ び2種類
の N末端欠失A T M(1302-3056ア ミ ノ 酸お よ び213 9-3056ア ミ ノ
酸)に相当す る DN A断片をN末端にイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル スFfu
球凝集素(he m agglutinin, H A) 標識 を付けて , ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー bBlu e script Ⅲ K Slと発硯 ベ ク タ 山 (沌FqB O S, 長 川
-m【一 教授 洲 より供与 さ れ た) にサ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た. 塩基配列
はl吋相補絶とも に つ い て確認を した .
1Il. 培 養細胞 に お け るA 別 の発現
1. 培養細胞 へ の 遺伝子導入
601Tl m細胞培養用デ ィ ッ シ ュ (F alc o n, Ne wJer sey, USA)に 約
2× 10ソml膿度の 培養細胞(C OS-7細胞) と10% F C S含有DM E M
培地5ⅠⅥlを 人 れ て, 37℃で 24時間培養を し た 後, 遺伝 卜増人
を 行 っ た . 過信千尊人プf法は Lopata ら
コ= の D E A E- デ キ ス トラ
ン 法を用 い た. まず , 培養細胞の 入 っ た 培養デ ィ ッ シ ュ の 培 地
を除 い て, 1× ト1) ス 塩酸緩衝液 汀ris-bufferd salin e, T B S) (+)
[30m M NaCl, 1.3m M 塩化 カリ ウ ム (K Cl), 0.1m M リン 酸水素
ニ ナ ト1) ウム ･ 12水塩(Na2H P Ol. ･ 12 H20), 62m M Tris-H Cl
(pH 7･5), O A 9m M MgClご, 0.68mM 塩化 カ ル シウ ム (CaCl2)] 溶
液で洗浄後, 6,,Lg プ ラ ス ミ ドD N A, 50/1 の 10mg/mi D EA E-
デ キ ス ト ラ ン (P ha r m acia, Up psala, Sw ede n) と1mlの 1 ×T B S
(+) 清浦 を よく混ぜ て培養細胞の 入 っ た増養デ ィ ッ シ ュ に加 え,
室混 で 30分間放置し た 後FC S(-) の D M E M析地 を4ml加 えて
90うH昌J. 37 ℃ 5% 炭酸 ガ ス 通気 の 培養装置に 人 れ た . そ の 後
FC S(-) の D M E M培地5mlで 洗浄 して , 2mlの 10 %ジ メ チ ル ス
ル ホ キ シ ド(dim ethylsulbxide, D M S O) (Sigm a,St. h uis, U S A)
合イJ-F C S(-) DM E M培地 をJ)Hえ て ホ混 で2 分川牧田 し た 後,
F C S(-) D M E M析地で2回洗浄後10% FC S含イ)
▲
D M E M析地5ml
を 加え て 37 ℃ 5 鋸甜変ガ ス 通京の 増産柴田の 小 に 人 れ てI吾荘 を
し た .
2. 細胞の 細山ん法及び細胞浴解液の 銅製
Ⅲ -1. で 得 ら れ た 細胞 を冷却 し た1 × リ ン 酸 緩衝食塩 水
(pho sphate-buffe r ed s alin e, PIうS) で 2回洗浄し た 軋 ラ バ ー ホ
リ ス マ ン にて 川収 し, 細胞懸濁液 を4 ℃, 2000叩王Il, 5分 帖童心
を し て細胞 を集 め , 刺=地酒角牢推 12 0m M Tris-H C l(PH 7,4),
5mM E DT A, 250m M NaCl, 1% トリ トン Ⅹ-100(Trito nX-10O),
0･25 % デオ キ シ コ ー ル 酸 ナ トリ ウ ム (s odiu m de oxycholate,
光 純紫), 1m M フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル (phe nyl
m ethls ulfo nyl flu oride, P M S F) (和光純薬), 0.2U ア ブ ロ ナ ニ ン
(Apr otinin, Sigm a)] を加えて超育波発生装置(U R-20P軋 ト
ミ ー 精 工 株 式会社 , 東 京) に て 細胞 を破砕 し た 後 , 4℃ ,
12,000rpm , 20分間遠心を行 い 沈殿物を除去 して抽出液を得た .
3. ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法
Ⅲ一2･ で 得 た 細胞抽出液2 00〃g と2 × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー





[1 00m M Tris- HCl(pH 6.8), 2 0 %グ リ セ ロ ー ル , 4 % S D S,
200m M ジチオ ス レ イ ト ー ル (dithiothr eitol, D T T), 0.2 % ブロ モ
フ ェ ノ ー ル ブ ル ー (br o m ophe n ol blu e)] を等量ず つ 混和 し,
99℃で 3分間変性 した 後, 6% ま た は10% ポリ ア ク リル ア ミ ドゲ
ル で S D S-P A G Eを行 っ た . 泳動後 の ゲ ル を バ イ オ ト レ ー ス フ ィ
ル タ ー (日本 ジ ェ ネテ ィ ク ス , 東京) に転写 し, P B S-5 %ス キ ム
ミ ル ク (雪印, 札幌)溶液で1時間室温で ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た .
続 い て t フ ィ ル タ ー をP B S-0.05% ポ リ オ キシ エ チ レ ン(20)ソ ル
ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト (Tw e e n-20, 和光純薬 , 大阪) 溶液で洗
浄 し, 一 次抗 体 と し て HA (Boehringe rM a n nheim), A T M
(Calbioche m, Ca mbridge , U S A), あ る い は p53抗 体
(Calbio chem) を 用い , 1時間室温で反応 させ た . そ の 後, P B S-
0.05% Tw e e n-20溶液 で フ ィ ル タ ー を3回洗浄 し た後 , 二 次抗体
と して 5
-
u g/ml西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (ho r s e r adish
pe ro xida se) 結合抗マ ウ スIgG (Cappel, We st C he ster, U S A) を
加えて 1時間室温 で反応を させ た . そ の 後, P B S-0.05 % Tw e e n-
2 0桁液 で 洗浄 し , E C L ウエ ス タ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ 検 知液





Ⅲ一2 と同様な方法 で細胞を集 め , 細胞溶解液 [Hepe s- K O H
(pH 8.0), 150m M K Cl, 2m M E D T A, 1m M D
′
IT, 0.3 % No nidet
P A O(N P-40, Sig m a), 0.3 % Trito n X-10 0, 1m M P M S F,
10mg/mlア プ ロ チ ニ ン] に懸濁 し た細胞を氷冷下 で 超音波発生
装置を用 い て 破砕 し , 4 ℃, 1 2,0 00rpm , 20分 間遠心 した 後 ,
上清 に単 ク ロ ー ン 抗体 を最終濃度が 1mg/ml に な る よう に加え
て , 4 ℃ で 2時 間反応さ せ た 後 に プ ロ テ イ ン G-Sepha r
･
O S e
(P har m a cia) を加え4 ℃ で 12時間反応 した . 反 応後, 細胞溶解
液を4回洗浄 し, 2 × サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を等量混和 し, S D S一
弘 G Eを行 っ た後, ウ エ ス タ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ法 を行 っ た .
2. タ ン パ ク質問相互作用の 検出(Gざト山sion法)
1). グ ル タ チ オ ン S ト ラン ス フ エ ラ ー ゼ (glutathio n eS
tra n sfra s e, G S T) 融合タ ン パ ク質 の 作製
発現 ベ ク タ ー P G E X-2Tある い は P G E X-3 Ⅹ(P har m a cia) を用
い て 目 的の cD N Aを ベ ク タ ー に フ レ ー ム を合 わせ てサ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し た , 得 ら れ た プ ラ ス ミ ドで 形質転換 さ れ た 大腸菌
H B lOl株をL B培地(pH 7.6)10ml[0.1g トリ プ ト ン (和光純薬),
0.05g酵母 エ キ ス (和光純薬), 0.05g NaCl, 1 00/1g/mlア ン ピ シ
リ ン] 中で37℃で 15時間培養 した . そ の 5ml培養液 を L B培地
1 00mlの 入 っ た フ ラ ス コ に加 えて , 37 ℃で 約2時間培養 した .
その 後1/1 000容量 の 0.2 Mイ ソ プ ロ ピ ル ー ノラー D一 チ オ ガ ラ ク ト ピ
ラ ノ シ ド(is opropyl- β- Dqth iogala ctop yrano side)(宝酒造, 大津)
を加えて G ST 融合 タ ン パ ク 質の 発現誘導を行 っ た . 37 ℃ で4時
間培養後の 培養液を4℃, 6,00 0rpm , 10分速心 して 大腸菌を回
収 し, プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー [pr ote as einhibito r(4m M
P M S F, 0.2 U ア ブロ チ ニ ン)] を含む P B S 4ml で充分 に懸濁 し
て , 超音波細胞破砕器(ア ス トラ ソ ン , 和研薬 , 京都)を用 い
て30秒間破砕 した 後 に, 30秒間の 氷上冷却を行う操作を5回繰
り返 した . その 後10%
'
mto nX-100 を40 0/1 加 え4℃, 7,000rpm ,
1 0分 間遠心 し て 上 清を回収 した . 回収 した 上清 に P B S で平衡
化 し た グ ル タ チ オ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 4 B(glutathio n e
S ephar o se4 B, P har m aCia)を100pl加え4℃で回転 させ た ･ 2時
間後4 ℃, 1,000rpm , 30秒遠心を し て ビ ー ズ を沈殿 させ , PBS-
0.1% Trito nX-100 で4回洗浄 し, さ ら にP B S で2回洗浄を した .
得 られ た G S T橘虫合タ ン パ ク 質濃度をS D S-P A G E に て解析を し
た.
2). cD N A より mR N Aの 試験管内転写
r
I3フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を持 つ pBlu es c ript Ⅲ K S
~
にサ ブク
ロ ー ニ ン グ した cD N A をcD N Aの 停止 コ ドン の 下 流に 存在す る
制限酵素部位 に て切断 し て, 直鎖状 D N A と して, フ ェ ノ ー ル
才由出 と エ タ ノ ー ル 沈殿 に て 精製を した . そ の 5/∠g に R N A転写
反応液 バ ッ フ ァ ー キ ッ ト (R N A Tran scriptio nRe agent Buffe r
Kt, Stratage n e) を加え, 水で 50/L=こ し た後 , 37 ℃ で 1時間反
応 させ た . 反応物 を フ ェ ノ い ル 細捜 した 後 エ タ ノ ー ル 沈澱 に よ
り m R N Aの 沈澱 を 得 た . そ の 沈澱を 二炭酸 ジ ュ チ ル (diethyl
pyro c arbo n ate) 処理を施 した水 に溶か し使用直前まで
- 70 ℃ に
て保存 し た .
3). タ ン パ ク 質 へ の 試験管内翻訳
:}5
s標識 し た タ ン パ ク 質は 次 の よ う に して 試験管内で合成 し
た . m R N Aを , ウ サ ギ 網状赤 血球溶出液 シ ス テ ム (Rab bit
Reticulo cyteI.ysateSystem , Pro m ega, W adison, US A),L, ぐ5s) メ
チ オ ニ ン (室 町 化学 , 東 京), ア ミ ノ 酸 混合溶 液 (- M et)
(Prom ega), 及 び R Na s eイ ン ヒ ビタ
ー (Phar m a Cia) を含む合成
反応液に加え, 30℃で 1時間反応 させ た . 合成 し た タ ン パ ク 質
は使用直前まで-70 ℃ にて保存 し た.
4). GS T融合 タ ン パ ク 質共沈澱法
G S T融合 タ ン パ ク 質 を結合 させ グ ル タ チ オ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー
ズ6〃 g に試験管内翻訳 した タ ン パ ク 質10〃1を加え, 緩衝液A
[50m M Tris-H Cl(pH 7.5), 150mM NaCl, 0.5%Or/W) N P-40]
で 500/∠ ‖こ合 わせ た . 4℃, 2時 間回転 し た 後, 1,00 0rpm , 30
秒遠心 し , 棲衡 液A で ビ ー ズ を3回洗浄 し た . そ の 径2 × サ ン
プル バ ッ フ ァ ー と 等量混合 し て , S D S-P A G Eを行 っ た . 泳動後
ゲル を固定液 [メ タ ノ ー ル (和光純薬)100ml, 酢酸 (和光純薬)
2 0ml, 蒸 留 水 8 0 0ml] で 1 5分 間固定 し , さ ら に 増強液
仏m pli&
TM
, Ame rsha m) で 15分間処理 した後 , ゲ ル を乾燥 させ
て一80 ℃ で 1 2時間7 2時間 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー を 行 っ
た .
V . D Na s eA の処理
Ⅲ -2 と同 様 の 方法 で細胞 を回収 し て , 0.5ml細 胞溶解液
[50m M Tris*H Cl(pH 7.4), 50m M NaCl, 10m M MgC12, 0.2%
Trito nX-1 00, 0.3 % N P-4 0, 1m M P M S F] に20,ulの 1m g/ml
D Na s eAを加 え て 37 ℃ で3 0分間反応 さ せ た後 , 上 浦 を免疫共
沈澱法 と同様 の 方法で処理を して , ウ エ ス タ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ
を行 っ た .
成 績
Ⅰ . A T M タン パ ク質の 発現
A T Mの 全 長, 及び2種類 の N 末端欠集型 [1302-3056の ア ミ
ノ 酸配列 と 21 39-3 056の ア ミ ノ 酸 配列 か ら な り , そ れ ぞ れ を
A T M(13 02-3 05 6), (21 39-30 56) とす る] の cD N A をN末端 に
H A標識を持 つ 発現 ベ ク タ ー bE FIB O S) に組み 込 ん だ (図1 A).
3種類 の A T M発現 ベ ク タ ー を C O S-7細 胞に 導入 し, そ の 発現を
H A抗体を周 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ で 解析 した . そ の
結果, それ ぞ れ 350k Da, 193 k Da, 101kDaの バ ン ドが 検出 され
た
. 対照実験 と して 空の 発現 ベ ク タ ー を用 い た 場合 に は バ ン ド
は検出 され なか っ た (図1 B). 同 じ試料 に つ い て A T Mの C末端
を認識する ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ イ
A TM タ ン パ ク 質と p53 との 相互 作用の 解析 71
A
H A,fJ A T Mwt l
P13 k ha sodo m ain
H A･A T M(1302･30 56) 1302I - - - - ･■ - ･■■■3056
H A-A T M(2139･3 05 6) 2139- - ■■■3056
1 2 3 4
呂+二+十 七 十 手 斗 ‡ ∴ミ十
十第三二十 て 手 車
Fig･ 1･ Expr e s sio n ofthe full-1e nghth a nd tr u n c ated A T M
CD N As in C O S-7 c ells . ･ (A) D iagr a m of the fulト
1e nghth(fl H r Mwt) a nd tru n c ated A T McD N Asclo n ed in the
旺んtag ged e ukaryotic e xpre s sio n v e cto rs･ A T Mprotein s w el
･
n a m ed by u sing the n u mbe r c orre spo ndingto the te r minal
amin o a cidr e sidu e sf Black squ a r ebo x e s r epr e s e nt the
Catalytic PI-3 kin a s edo m ain s. (B)T he H A-tag ged A T M
e xpre s sio n v e cto r s a sindicated we retr an sie ntlytra n sfected
into C O S-7 c ells ･ Cell e* tr a cts w e r e a n alyz ed by
im mu n oblotting(IB) with the H Aa ntibody. La n el, e mpty
V e CtO r;1a n e2, A T M(2139-3 056);1a n e3, A T M(1302-30 56);
1a n e4
, n A T Mwt. T he a rr o w sindic ate the ba nds of A T M
protein withe xpe cted m ole culer wight.
IP: a nti-p21a nti･P53
1 2 3 4





1P: a nti･ H A
IB: anti-P53
Fig･ 2･ In vtv o a s s o ciatio n of A T Mwith p5 3. (A) The A T M
e xpr e s sio n v e cto r se n c oding A T M(2 139-30 56) a nd A T M
(1302-3056) w e retra n sie ntlytr a n sfe cted into C O S-7 c ells. Cell
e xtr a cts w e r eim m u n opre ciptated(I P) with eithe rp5 3
a ntibody (la n e3, 4) o rp21 a ntibody (1a n el, 2), a nd
im m u n opr e ciptate s w e r e an alyzed byim m u n oblotting u sing
H Aa ntibody･ T he arr o w sindic atethebands of A ¶Mpr otein s.
(B)Empty (1a n el)a nd A ¶M(2139-3056)(lan e2)e xpre s sio n
V e CtO rS Wer etra n Sf6cted into C O S-7 c els. Celle xtr a cts w e re
pr e cipitated with H Aantibody, a nd theim m u n oprecipitate s
W er ethen analyz ed byim m u nblottingu sing p53_ antibody. T he
ar ro windicate stheba nd ofp53.
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ン グを行い , 同様 の 結果を得た(デ ー タ末掲載).
丑 . 細胞内 での A ¶M とp5 3 の結合実験
細胞内 で A T M がp53 と直接結合す る か どうか を免疫沈澱法
に よ り調 べ た . A T M(1302-3056), A T M(2139 づ0 56)を組 み込
ん だ A T M発現 ベ ク タ ー をそ れ ぞ れ C O S-7細胞 に導 入 し て , 単
ク ロ ー ン p53抗体ま た は p21抗体を用 い て免疫沈澱 し た . こ の
免疫沈澱 した タ ン パ ク質 をS D S-P A G E にかけ, 単 ク ロ ー ン 抗体
H Aを用 い た ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グで 解析 し た (図2 A).
p53抗体 を用 い て 免疫沈澱した試料 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン
グ分析に より ÅT Mの バ ン ドが検出され た が , p21抗体を用 い て
免疫沈澱 した試料 に は H A抗体と反応する A T Mの バ ン ドが検出
さ れ な か っ た . 逆 に, A T M(2 139-3056)発現 ベ ク タ ー を C O S-7
細 胞 に導 入 し抗 H A抗体を用 い て 免疫沈澱 し, p5 3抗体を用 い
て ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た結果 , p53の バ ン ドが 検
慧盟翼P慧諾 ｡ .5｡
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出 され た (図2 B). 以上 の 結果 よ り, 細 胞内で A T Mの C末端領
域を介 して , A T M はp53 と相互作用を して い る と考え られ た.
Ⅱ . A m とp5 3 の結合部位 の決定
A T Mの どの 領域 が p53 との 結合 に必要であ る か を試験管内で
G S T一 融合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 検討 し た . [:一5s] , メ チ オ ニ ン
(m ethio nin e) で 標識 し た い く つ か の 欠失型A T Mを試験管内タ
ン パ ク 質合成系 で合成 し, p53(1-393 ア ミノ 酸) の G S T融合タ
ン パ ク 質 と 共存 さ せ て , 結 合を調 べ た (図 3 A). そ の 結 果 ,
A T Mの 213 9-2426 アミ ノ 酸 と G S T-p53の 結 合 を示す バ ン ドが検
出さ れ た . それ に 対 し, G ST タン パ ク質 の み で は結合を示すバ
ン ドは 見 ら れ な か っ た (図3 B). さ ら に , A T M がp53の ど の 領
域 と結合す る の か を検討 した . p53 は N末端 の 転写活性化 ドメ
イ ン (1tlOlア ミ ノ 酸), 中央 の D N A結合 ドメ イ ン (102- 92ア ミ









































Fig.3. M ap ping ofthe p5 3 b inding r egio nin A T M. (A)
Su m m arY Ofthe m ap ping ofthe p53 bindingdo m ainin A T M.
T he full-1e ngth a nd tru C ated A T Mpr otein s w e r e n a m ed by
u singthe n u mber c o rr e spo ndingto the te r min ala min o acid
r e sidu e s. T he binding data w e r e sho w n o nthe right. PI,3
kin as e and po s sible p53-binding do m ain s w e r e sho w n as
dotteda nd clo s ed bo x e s, re Spe Ctiv ely. (B)T hetru n C ated AT M
pr otein s w e r etr a n slated in vitr oin the pre s enc e of
こ15s
m ethio nin e, a nd w e r ein c ubated with G S Ta nd GS T- p53
pr otein s atta ched to glutath io n-C O njugated agar o s ebe ads as
indic ated. Afte rbinding, be ads w e re w a shed a nd bo u nd
pr otein w e re a nlyzed o nS D S-PAGE. T he arr o windic ate the
ba nd of A mprotein s. (C)A T M(2139r284 0) w a stra n slated
and labeled with
35
s m ethio nine, and the nin c ubate witheithe r
G S T, G S TJp53(a min o a cids lto39 3, C O mPlete le ngth), G STl
p53 N(amin o acidsltolOl), GSTIp53 D(a min o a cidslO2to292)
O rGST-P53 C(a min o a cids 293to393) a sindic ated. ¶1e a rr O W
indic ate sthebandof ∬r Mprotein .
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IP: anti-p53
I B: anti･ H A
Fig･ 4･ In viv obinding betw e e nA T Ma nd p53 is D N A-
indepe nde nt. (A) Diagra m ofv a rio u stru n c ated A TM cDN A
Clo n ed in the 弘 tag ged eukaryOtic e xpre s sio n v e cto rs. Black
Squ a rebo x es repre s e nt the c atalytic PI-3 kin a sedo m ain s. (B)
Expr e s sion of tra n sfe cted pla s mids w a s v e rified by
im m u n oblotting with HA antibody･1a n el, e mPty V eCtO r;1a n e2,
A T M(13 02-3 056);1a n e3, A T M(130 2-27 40);1a n e4, A T M
(2 139-3 056);la n e5, A ¶M(2662-3 056). (C, D)Celllys ate s w e re
tre ated with (D)o rwitho ut(C)D Na s eA. Cel1 1ys ate s w e re
the nim m u n opre cipated with p53a ntibody andpr otein sbo u nd
to p53w er ede cte cted byim m u n oblot ing an alysis with H A
antibody･ ¶1 e arr O W Sindic ate sthebandof A T Mpr otein s.
I B: a nti- H A
DNa seAtre ated









の 3 つ の 領域 か ら 成る . それ ぞ れ の GS T融合タ ン パ ク 質を作 り,
A T M(2139-2940) と の 結合実験 を行 っ た , そ の 結 果, A T M は中
央の 配列特異的 DN A結合 に関与す る 領域であ る コ ア ド メ イ ン
に 結合する こ と が 明 らか に な っ た (図3 C).
Ⅳ . A T Mとp53 の D N A非依存性結合
細胞内 で p53の D N A結合 ドメ ン が , や は り D N A と相 互 作用
す るA T Mの C 末端 と結合す る こ と が 明ら か に な っ た . そ こ で
A T M とp53の 結 合に D N A依存性があ る か どうを検討す る必要
があ る. 4つ の 欠失型A T M, す なわ ち上 述 の A T M(1302-30 56)
と A T M(2139-3056), お よ び 同様 の 命名 に従 っ て A T M(13 02-
2704) と A T M(2662-3 056)を発現 ベ ク タ ー に 挿入 し た もの (図
4A)を C O S-7細胞 へ 導 入 し, H A抗 体 を用い て それ ぞ れ1 93k Da,
101k Da, 154k Da, 43k Daの バ ン ドを検出 した (国4 B). D Nas e
A で処理 した 試料と し な か っ た 試料 に つ い て , p5 3抗体を用 い
て 免疫沈澱を し, 沈 澱 し た タ ン パ ク 質 をS D S-P AG Eに か けて
E A抗体を用 い て ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トを 行う と , 両者 に 全く同
じA T M タン パ ク 質193k Da, 154k Da, 101k Da の バ ン ドが H A
抗体で検出 さ れ た (図4C, 4 D). こ の 結果 より , A T M とp53の
結 合は D N A に非依存性 で , A T M とp53 が直接結合す る こ と が
明 らか に な っ た . ま た2139-2840 ア ミノ 酸領域 を含ま な い A T M
は細胞内でp53 と結合 しな い こ と が わ か っ た .
考 察
A T は常染色体劣性遺伝病 で , 小脳失調, 毛細血 管拡張, 免
疫不全, 悪性腫瘍 の 高率の 発症, 放射線高感受性と放射線抵抗
性 D N A合成 な ど の 特徴 を持 つ . そ の 病 因遺伝子, atm が 1995
年 にS hilob らの グ ル ー プ
14)15) に よ り ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ
に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ され , A Tの 病態が A T M遺伝子 の 異常 に
より どの よう に惹起 さ れ る の が 明らか になり つ つ あ る.
9 168bp もあ る 巨大 で不安定な遺伝子 を ク ロ ー ニ ン グす る に
は , 適切な べ ク ク ー と 宿 主大腸菌,及 び至適な培養条件が 必 要
で ある . 今 回の 実験 で , H B lOl大腸菌株で安定 な形質転換増殖
を得る に はpE F-B O Sベ ク タ ー を用 い て , 3 0℃で 培養す る こ と
が必要である こ とが 明 ら か にな っ た . ヒ トcD N A ライ ブ ラ リ ー
の ス ク l) - ニ ン グ で 得 た A T Mの 全長, 及び2種類 の N 末端欠
失型 の cD N Aを N末端 に H A標識を付け た形 で発現 ベ ク タ ー
(pEF-B O S) に組み 込 ん だ. 3種類 の A T M発現 ベ ク タ ー をC O S-7
細胞に 導入 し, その 発現を且A抗体また A T M抗体 を川い た ウ エ
ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グで確認 した .
AT患 者由来細胞 は紫外線 や ア ル キ ル 化別 に は 高感受性 を示
さず, また D NA 修復能は 正 常で ある にも関 わ ら ず, 電離 放射
線感受性 は極 め て 高く, 放射線照射後の p53の 誘導 が 認め ら れ
な い と い う特徴を持 つ 22)2=i). さ ら に 19 96年 に Ba rlo w ら 川 は
A T M遺伝子 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を作製 し, ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス 由来 の 線維芽細胞 は放射線感受性が高く, ま た 照射後 の p53
の 応答反応 が全く検出 され ず, 細胞周期 の 停止 が見 ら れ な い 25)
こ と を報告 し て い る . p53 タン パ ク 質は G l/S チェ ッ ク ポ イ ン
トで きわ め て 重要な役割を果 た し て お り, D N A損傷 の 発生 に
よ り タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 誘導 が 起 こ り , そ の 結 果
p2 1




(gr o wth arr e st and D N A da m age
fa cto r), P C N A
27)br olifer atio n cellnuclea r a ntige n), M DM22 8)
(m ultiple double min ute) な ど の遺伝子 の 活性化 が起 こ る . p21
は サ イク リ
,
ン/サ イ ク 7) ン 依存性 キ ナ ー ゼ (cyclin depende nt
kin a se, C D K) 複合体や P C N A と相互 作用 して 細胞周期 の 進行を
阻害す る. こ れ に 対 し て M D M 2 はp53 に結合 して p53を不活化
させ , p53 に よ る Gl期停止 を解除す る こ と に よ り細胞周期の 進
行を再開 させ る . G A D D 4 5 は P C N A と相/[二作 用 して D N A修
を促進す る .･P一 方P C N A はp2 1 や G A D D 45 との 相 互 作用に よ り,
DN A複製を促進す る機能 が抑制 さ れ, そ の D N A修復能が活性
化 さ れ る2 佃 ). A T患者細胞で は放射線照射後 の p53蓄積 が極め
て 遅 れ , 細 胞周期制御 カ ス ケ ー ドが 有 効 に 機能 し な い :il):1 2)
A T M は, p53の 上 流 で電離放射線 に特異的 な損傷 の シ グナ ル を
伝達 し, p53活性化と C D K阻害【卦子タ ン パ ク 質で あ るp21の 誘
導を起 こ し, G l期阻止 に か か わ っ て い る こ と が 考え られ て い
る .
Watte r sら
:") は A T M タン パ ク 質 が p53 と結合す る活性を持
ち, 細 胞内で は 常時結合状態にあ る と報告し て い る . 本研 究に
お い て は, A T McD N A断片 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 欠
失型A T M タン パ ク 質を強制発現 し, 免疫沈澱法 に よ り細胞内
に て A T M タン パ ク 質が p53と結合す る こ と を再確認 し た . さ
ら に詳 しく結合領域を解析す るた め , 試験管内で い く つ か の 欠
尖型A r M タン パ ク 質を合成 し , G ST-p53融合 タ ン パ ク 質と の
結合実験よ りA T Mの C末端2139番目の ア ミ ノ 酸 か ら242 6僚l王
の ア ミ ノ 酸ま で の 領域が , p53の 配列特異的 D N A結合 に閏/j･す
る 禎城 と 直接結合す る こ と を初め て 示 し た . ま た , A T M と川
じPI-3 キナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の D NjL プロ テイ ン キ ナ ー ゼ (P K) は
D N A に結合す る こ と で 活性化 さ れ る こ と か ら, A T M とp53の
複合体も D N Aに 結合す る可能性 があり, A T M とp53 が細胞内
で安定な D N A結合複合体 と して 存在する と い う可 能性も考え
られ た . そ こ で , D Na seA処理を した細胞抽出物と D Nas eA処
理 しな い 細胞抽出物 で免疫沈澱法で検討 し た が 両者 に差が なか
っ た . こ の 結 果 より, 細 胞内で A T M とp53 ほ D N A を介さ な い
で 直接結合す る こ と が 考え れ る . ま た , 細胞 内で 形成 さ れ た
p53rA T M-D N A複 合体 の D N A部分 が D Na s eA抵抗性 に な っ て い
る 可能性も考え ら れ る が , 現在 の と こ ろ こ れ を否定する結果 は
得ら れ て い ない .
AT M は T細胞 で の 遺伝子再編成や 生 殖細胞 で の 遺[i イ凋Lみ
替え, さ ら に D N A損傷刺i放な ど に よ っ て 生 じた D N A鎖切断の
修復過程に お い て , D N A鑓切断の 感知も しく は そ の 後の 細胞
周期の チ ェ ッ ク ポ イ ン トを発動す る た め の 情 報伝達系の 初期過
程で機能す る こ と が推測さ れ る. また A T Mの C末端側の 約350
ア ミ ノ 酸は P ト3 キ ナー ゼ の 触媒 ド メ イ ン と ホ モ ロ ジ ー が-て
`
古く,
し か もA T P結合及 び リ ン 酸化転移 に関 わ る と 考え ら れ る 郎†､
t
′二
(2870-2891ア ミ ノ 酸) は セ リ ン ー ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ の ■甘保 存
領域でもある こ とか ら, P ト3 キ ナー ゼ , も しく は プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ と して 機能す る と 想像 され る. Sc afm a nら二i`りとBaskar a n
ら=～5)の グル ー プ は細胞内で A T Mタ ン パ ク 質 は c-Ablと結合す る
泊性をもち , また 放射線 に よ っ て こ の 結合が 解離, あ る い は増
加す る こ と は な い と して い る . 電 離放射線に対す る細胞 の 応答
に お い て , A T M は リン酸 化 を 介し c-A bl チロ シ ン キ ナ ー ゼを活
性化 し, 放射線 に よ っ て 起 こ る G l期で の 停止 に部分的 にか か
わ て い る こ と を示 して い る . 本研 究で は A T M とp53 が直接結
合す る こ と が示 さ れ た の で , A T M がp53 を リン酸 化する こ と に
よりp53安定化する可能性 に つ い て 検討 し て み た が , 現在の と
こ ろそれ を支持す る結果は得 られ て い ない (デ ー タ未掲載). 一
方 で約350 k Da と 巨大な タ ン パ ク 質で あ るA T M はp53の 転写活
性化を多種類の タ ン パ ク質と の 相 互作用を通 し て直接 に修飾す
る可能性 が高 い こ と が推定さ れ る .
Å1
､
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結 論
ア フ リ カ ミ ドリ ザ ル 腎臓 上 皮Ⅰ=来C O S,7細胞称 に A Tの 原Iノヾ1
遺伝ナatm の cD N Aを導 人 し , A T M タン パ ク 賀と腫瘍抑制 タ ン
パ ク 質p53 との 結 合性及 び結曾領域 を検討 し, 以 ドの 結論 を得
た.
1. 全長及 び N 末端欠失型A T Mの cD N Aを組み込ん だ 党規 ベ
ク タ ー を C OS-7 に導 入 し, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法よ りJl想さ れ
た大きさ の タ ン パ ク 貿が 発現す る こ と を認め た .
2. こ の A T Mタ ン パ ク 質党規細胞 を川 い て , 免疫沈降法よ り
細胞内 で A T Mタ ン パ ク 貿と p53 が結合す る こ と を示 し た . ま
た , こ の 結 合は D NAを介さ な い で 直描結合す る こ と が わ か っ
た .
3. こ の 結合 は A T Mの C末端2139番= の ア ミ ノ 煩 か ら2 426
酎 lの ア ミ ノ 酸ま で の 領域と , p53の 配列捗異的 D N A結合に関
与･す る 領域 と の 閃で起 こ る こ とを初め て ホ し た .
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A bstract
T he pro tein en coded bythe A T Mgen e, m uta tion of which c a u s e sthe a ut os o m al re c e s siv eheredita ry dis e a s e at xia
-
telangiectasia(A T), belongs to afamily of large pro tein sin the pho sphatidylino sitol-3 kin a s edom ain that c o ntri bute t o
m aint ain lng genO m eStability a nd the c e11cycle progre s sion･ A Tc ells ha v ebe e n r eported to be hype rs e n sitiv eto ionizl ng
r adiation anddefectiv ein the post-irr adiational indu ctio n ofp5 3protein s･ Itis sug gestedthat A T M fu n ctio n sto a c tivate p5 3,
Whichthe ninduc e sthe C D K inhibitorp21･ Ho w ev e r,the pr e cis efu n ctio n sof A T Mare stillu n cle ar･ In this study, We Clo ned
fu 11-length a nd trunc ated A T McDN As into a n e uka ryotic e xpressio n v e cto r a nd e x a min ed the po ssibleinte ra c tio nbetwee n
A TM a ndp5 3･ T he H AepltOPe ad ded tothe a mino -te miniofthe A T Mpro tein sal lo w ed spe cific dete ction ofthe tran sfected
A T Mbyim m u noblottl ng a nd im m u n opr e clp tatio n･ T he fu11
-1e ngth andtrun C a ted AT Mpro tein s w e r etr a n sie ntly e xpres s ed in
COS-7 c ells
,
The expression of difftre ntA T Mproteins w e r e confir m ed by w esternblottl ng a nalysIS u Sl ng both = Aa nd A T M
a ntibodies･ Toinvestlgate the possibilitythatA T Mmightinte ra ct with p53, C elle xtracts w e reim m u n opre cIPlt ated with eithe r
P53 0r H A a ntibodie s, and the im m unopre clpltate S W e r ethe n a n alyzed by im m u n oblottlng u Sl ng = Aa nd p5 3an tibodies,
re spe ctiv ely･ Cellextra c ts tre ated with D Na s eA w e r e als o a n alyz ed a sabov e･ T he re sults indic ated that the A T Mpr otein
bindst op5 3 in vivo , and this a s ociation is n o tm ediated thr o ugh D N A･ AnalysI S Of G S T-P5 3 binding to v a riou sreglO n S Of
A T Mtra n slated in vitro s ug ges tedthat the co re spe cific D N A-binding r eglO n Ofp5 3 inte r acts with a regl O nOfthe A T M 什om
amin o acidresidu es 21 3 9to 24 2 6.
